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論 文 内 容 要 旨
第 り章 序 論
生 体 は,ジ ペ プ チ ドか ら蛋 白質 にい た る ま で幅 広 い分 子 量 に わ た るベ ブ チ ド化 合 物 を合 成 して
い る。 そ れ らを生 合 成 機 構 の 面か らみ る と,蛋 白質 は,リ ボ ソ ーム,mRNAな ど の関 与 す る複
雑 な合 成 系 に よ って 合 成 さ れ,グ ル タ チ オ ンな ど の低 分 子 ペ プ チ ドは,そ れ ぞ れの ペ プ チ ド結 合
の 合成 に特 異 的 に働 く酵 素 に よ って合 成 さ'れる こ とが 知 られ て い る。 そ れ で は,こ れ らの中 間 に
位 置す るペ プ チ ドは ど の よ うな機 構 で 合 成 さ れ る の で あ ろ う か。 こ の様 な物 質 の中 にあ って,微
生 物 の 生 産 す る抗 菌 性 ペ プ チ ドの 多 くは,ア ミノ酸10個 程 度 よ りな り,環 状 ペ プ チ ド構 造 を と る
こ と,D型 ア ミノ酸 を含 む こ と,蛋 白質 に は見 出 さ れ な い ア ミノ酸 を含 む こ と な ど,単 に分 子 量
の 面 か らだ けで は な く,そ の特 異 的 構 造 か ら も生 合 成機 構 を知 る上 で 興 味 あ る物 質 群 で あ る。
本 研 究 は,以 上 の よ うな構 造 上 の 特 徴 を もつ抗 菌 性 ペ プ チ ドの 中か ら,β ・・ご〃腱 痂 ん瞬 プ・η・乞8
の 生産 す るバ シ トラ シ ン(Fig.1)を と り
あ げ,そ の 生 合 成 機 構 を 解 明 す る こ と を 目
的 と した。 研 究 は,ま ず,バ シ トラシ ンが
酵 素 系 に よ って 合 成 され る こ と を示 した後,
酵 素 系 の精 製 を 行 い,部 分 精 製 した酵 素 系
を 用 い て,ア ミノ酸 の活 性化 反 応,ペ プ チ
ド鎖 の 伸 長 様 式,チ ア ゾ リ ン環 の 生 合 成 反







第2章 無 細 胞 系 の 調 製,な ら び に 無 細 胞 系 に お け る バ シ トラ
シ ン 合 成 反'応 の 基 本 的 性 質 の 検 討
菌体をリゾチーム処理 して溶菌破壊 した後,12,000×9で 遠心分離 して得た上清(粗 抽出液)
にバ シトラシンの 幽 π伽 合成を行う活性が認められ,無 細胞系を調製することができた。
バシトラシン合成の機構が蛋白質生合成の機構と異なることは,バ シ トラシン合成が,RNase
A,あ るいは蛋白質合成阻害剤であるクロラムフェニコールおよびピューロマイシンによってま
った く影響をうけないことによって示された。さらに,粗 抽出液を105,000×9,90分 間遠心す
ると,そ の土清に全活性が認め られ,バ シトラシンが可溶性の酵素系によって合成されることが
明 らかになった。
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第3章 バ シ トラ シ ン 合 成 酵 素 の 精 製 ,お よ び 分 画 され た3つ
の 成 分 酵 素(Component)の バ シ トラ シ ン合 成 に お
け る 役 割
精 製 は ユ05・000×9遠 心 の1・清 に っ い て,.硫 安 分 画(35～55%),リ ン酸 カル ジ ウ ムゲ ル吸 着
,
SephadexG-200ゲ ル 源過 ,ヒ ドロキ シァパ タ.イトク ロマ ト の 順 に行 い,約25～30倍 に バ シ トラ
シ ン合成 活 性 を 高 め る こ とが で き た(Tabl..eD。
S・ph・d倉・G-200鳳 るゲ ル 瀕 即 段 階 ま で はバ シ トラ 塑 合舗 性 は特1・頒1さ れ な ・々っ
たが,ヒ ドロキ シ アパ タ イ トの ク ロ マ トで ,バ シ トラ シ ン合 成 に必 要 な2つ の 画分Peaklと
Peakn
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は バ シ トラ シ ンの 直 鎖 ペ プ チ ド部 分 に含 ま れ る ア ミノ酸 を,Peak皿 は環 状 ペ プ チ ド部 分 に含 ま
れ る ア ミノ酸 を,そ れ ぞ れ 活 性 化 す る こ とが わ か っ た(Table2)。 両 画 分 の 分 子 量 を 推 定 す る
牟 め,シ ョ糖 密 度 勾 配T。b1.2.
遠 心 を 行 。 た 結 果,… 一32PP・E・chang・A・ ・i・i七ies・ ・ ・・・ …C・m…m・n・ 鱒 ・・a・・i・n・
PeakHは,1、 一.リジ ン
とL一 オ ル ニ チ ンを活
性 化 す る酵 素(Com-
ponent皿)とL一 ヒス
チ ジ ンな ど5種 類 の ア
ミノ 酸 を活 性 化 す る酵
素(Component皿)
に分 離 した(Fig.3)。
従 って,直 鎖 ベ プ チ ド
部 分 の 合 成 に 関与 す る
酵 素 をComponentI
と呼 ぶ こ と.にした 。 こ
ヤ
れ ら の3つ のCom-
ponentの 性 質 を ま と












































































































































第4章 ア ミ ノ 酸 の 活 性 化 機 構
バ シ トラ シ ン合成 は 正 リン酸 に よ って は影 響 を う けな いが ,無 機 ピ ロ リン 酸(PPi)お よ び
AMPに よ って阻 害 され た 。 この こ と は ア ミノ酸 の 活 性 化 がATP→AMP+PPiの 反 応 と共
役 して い る こ とを 示 して い る。実 際 に,バ シ トラ シ ン合 成 酵 素 は ア ミノ酸 に依 存 す るATPと .
PPiの 交 換 反 応 を 行 う こ とが 示 され(Table2),ア ミノ酸 はATPと 反 応 して ア ミノ ア シル
ーAMPの 形 で 活 性 化 さ れ る こ とが 明 らか にな った
。 ア ミノ ア シ ル ーAMPの 形成 は,Sepha-
dexG-50に よ るゲ ル瀕 過 法 お よ び ニ ト ロセ ル ロ ー ス膜 法 を用 いて確 か め られ た 。
ニ トロセ ル ロー ス膜 に 吸着 した 酵 素 蛋 白 に結 合 した14
.C一 ア ミノ酸 の 量 の5Q%以 上 が5%TCA
で沈 殿 した酵 素 蛋 白 に 結 合 して い る こ と.がわ か った(Table4)。 こ の結 合 は酸 性 条 件 で 安定 で
あ る が,ア ル カ リ条 件,:NaBH↓,ヒ ドロキ シル ア ミンで 分 解 され る.こ.とか ら,酵 素 蛋 白のSH
基 に ア ミノ 酸 が チ オ エス テ ル 結 合 で 結 合 して い る こ とが わ か った 。 これ らの 結 果 か ら,ア ミ!酸
宏難 鷲鯛 一..一 ㎎{一 一 一 脚 く画
































Eは 酵 素,AAは ア ミノ 酸 を示 す。
各酵素の活性中心にSH基 が存在することはSH阻 害剤を用いた実験によって確かめられた。
なお,各 ア ミノ酸種が,そ れぞれ別々の活性中心で活性化 されることは,混 合基質法を用いて示
すことができた。
第5章 ペ プチ ド鎖 の 伸長 機 構
活 性 化 され 酵 素 蛋 白 質 に チ オ エ ス テ ル 結 合 した ア ミノ酸 が どの よ う に して ペプ チ ド結 合 を形
成 し,ペ プ チ ド鎖 が どの よ う に伸 長 して い くか につ い て 検 討 した 。
SephadexG-200に よ るゲ ル 游 過 の 段 階 の 酵 素 お よび14C一 シ ス テ ィ ン(あ るい は14CLリ
ジ ン)を 用 い,反 応 系 に 加 え る ア ミノ酸 の 種 類 を か えた 時,5%TCAで 沈 殿 す る酵 素 蛋 白質 に
,結合 す る放 射 能(酵 素 に結 合 して い る中 間 ペ プ チ ドの 生成 量)を 調 べ た結 果 が 胎ble5お よ び
Fig.4で あ る。 また,反 応 系 に加 え る ア ミノ酸 の 組 成 を か え た 時 酵 素 蛋 白 に結 合 して い るペ
プ チ ドを薄 層 ク ロマ トグ ラフ ィーで 分 析 した結 果,バ シ トラ シ ンのN末 端 か ら順 次CO-NHの
結 合 方 向 に ア ミノ酸 種 を 増 して い くに 従 って 新 しい ペプ チ ドの バ ン ドが 見 出 され る こ とが わ か っ
た(Fig.5)。
以 上 の結 果 な どか ら,ペ プ チ ドの 合 成 が,N末 端 ア ミノ酸 の イ ソロ イ シ ンと シス テ イ ンの 間 か
ら始 ま り,ペ プ チ ド鎖 が,バ シ トラ シ ンの ア ミノ酸 配 列 に従 って 順 次CO-NHの 結 合 方 向(C
末 端方 向)に 伸 長 す る こ と,中 間 ペ プ チ ドが酵 素 蛋 白 に チ オ エ ス テ ル結 合 した ま ま伸 長 す る こ と,
酵 素 蛋 白 に は同 時 に種 々 の長 さの 中間 ペ プ チ ドが 結 合 して い る こ とが 明 らか に な った(Fig.6)。
以 上 の ペ プ チ ド鎖 の伸 長 様 式 と,抗 菌 性 ペ プ チ ド ・チ ロ シ ジ ン,お よ び グ ラ ミシ ジ ンSの 合 成
酵 素 に パ ン テセ イ ンが 含 ま れ て い ると の報 告 か ら考 え て,バ シ トラ シ ン合 成 酵 素 に パ ンテ セ イ ン
が 含 ま れ て い る可能 性 が 考 え られ た。 そ こ で,微 生 物 定 量 法 な ど を用 い てパ ンテ セ イ ンの定 量 を
試 み た 。 そ の 結 果,各CompQnent1モ ル 当 り約1モ ル の4'一 ホス ホ パ ンテ セ イ ンが 結 合 し て い
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第6章 チ ア ゾ リ ン 環 の 生 合 成 機 構
バ シトラシンのN末 端部分にあるチアゾリン環がペプチ ド鎖の伸長のどの段階で形成されるか
について検討 した。
酵素反応で,標 識 したジペプチ ドを調製 し,こ れをMnQ2酸 化 した時得 られる物質が,バ シ.
.トラシンFの 酸加水分解物か ら碍 られる構造既知の.Co血poundI(Fig. .7).に 一致するかど.う
かを検討 した。その結果,両 者が.一致したことより,ジ ペプチ ドが環構造をと.うて.いることが確認
































第7章D一 ア ミ ノ 酸 の 生 成 機 構 に つ い て
バ シ トラ シ ン中 のD一 ア ミノ酸 は酵 素 反 応 系 に加 え たL一 ア ミノ酸 か ら導 か れ るの で,D型 へ
の 変 換 が い つ 起 こ るか が 問 題 と な る。L一 五4C一フ ェニ ル ア ラニ ンを用 い て 酵 素 反 応 し た 時,酵
素 蛋 白 に チ オ エ ス テ ル結 合 してい る フ ェ ニ ル ア ラニ ンの立 体 配 置 をD一 お よ びL一 ア ミノ 酸 酸 化
酵 素 を用 い て決 定 した結 果,信 ぼ100%がL型 の ま ま で あ っ た。 従 って,D型 へ の 変 換 は,チ
オ エ ス テ ル結 合 した フェ ニ ル ア ラニ ンが ペ プ チ ド結 合 を形 成 す る段 階,あ るい は それ 以 後 に起 こ
る可 能 性 が 考 え られ 鵡
第8章 総 合 考 察
バ シ トラ シ ンの生 成 反 応 は,12個 の ペ プ チ ド結 合 の形 成4個 のL型 ア ミノ酸 のD型 へ の変 換 ,
チ ァ ゾ リ ン環 の形 成 と い った 多 くの反 応 か らな る。 この一 連 の複 雑 な反 応 が 無 細 胞 系 に お い て再
現 で きた こ とか ら,こ れ らの反 応 を行 う酵 素 系 が非 常 に 組織 化 され て い る こ と が考 え られ た。 実
際 に,酵 素 系 の 精製 を 試 み た 結果,バ シ トラ シ ン合 成 酵 素 がCOmponentI,H,皿 の3つ の画
分 の み か らな る こ とが 示 さ れ た。 こ の こ とは,ア ミノ酸 を 活 性化 す る各 酵 素 がComponentの 中
で,定 め られ た位 置 に 固 定 され て い る こ とを 示 して い る。 この様 な状 態 に あ る各 ア ミノ酸活 性 化
酵 素 の 活 性 中心 に,活 性 化 され た ア ミノ酸 が チ オ エ ス テ ル結 合 して い る とす る と,ア ミノ酸活 性
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化 酵 素 の配 列順 序 に 従 って ア ミノ酸 が 結 合 して い く もの と考 え られ る。 こ の よ うな ア ミノ酸 配 列
の 決定 様 式 は,抗 菌 性 ポ リペ プチ ドの合 成 系 に独 得 の もの とい え る。
ア ミノ酸 はATPに よ り活 性 化 され て ア ミノ ア シル ーAMPを 形 成 した後,チ オ エス テ ル に ょ
り酵 素 蛋 白質 に 結合 す るが,こ の 反 応 形 式 は,蛋 白質 生 合 成 に お け る ア ミノ酸 の活 性 化,そ れ に
続 くtRNAへ の 結 合,あ るい は,ア セ チ ル基 の 活 性 化 とそ れ に続 くCoAへ の結 合 に類 似 した
反 応 と考 え る こ とが で き る。 しか し,バ シ トラ シ ン合 成 酵 素 にパ ンテ セ イ ンが含 ま れ て お り,そ
れ が ペ プ チ ド鎖 の伸 長 に関 与 して い る と考 え られ る点 は,他 に例 を み な い もの で あ り,抗 菌 性 ペ
プ チ ドの合 成 に 独 得 の もの で あ る。
バ シ トラ シ ン合成 で は ,中 間 ペ プ チ ドは すべ て 酵 素 に結 合 した状 態 で伸 長 して い く もの と考 え
られ るが,ペ プ チ ド鎖 の 伸 長 に従 って,中 間 ペ プ チ ドは一 定 の3次 構 造 を と って折 りた た ま れ,
ドデ カ ペ プ チ ドの 合 成 され た 時 に は,環 状 ペ プ チ ド構 造 部 分 が合 成 で き る よ うな位 置 に リ ジ ン残
基 の ε一ア ミノ基 が 配 置 す る もの と考 え られ る。
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審.査.結 果 の 要 旨
微生物の生産する抗菌性ペプチ ドの多 くは,ア ミノ酸10個 程度よりな り,環 状構造をとること,
D型 ア ミノ酸を含むこと,タ ンパク質中には見出されないア ミノ酸を含むなどの特徴ある性質を
有することか ら,そ の生成機構を明らかにす ることは,タ ンパ ク質生合成との比較において興味
深い課題である。本研究は,抗 菌性ペプチ ドでア ミノ酸12個 よ りなる、Bacitracinを とりあげ,`
その生合成機構を解明することを目的と 』
した。
Bacilluslicheniformisの 菌 体 よ り
バ シ トラ シ ン合成 酵素 系 を 分 離 し,通 常 .
の タ ンパ ク 質合 成 系 とは 全 く異 る酵 素 反
応 系 で あ る こ とを 明 らか に した 。
さ らに,こ の 合成 酵素 系 を 精製 し,バ
シ トラ シ ン合 成 に必 要 な3つ の酵 素画 分
に分 画 し,そ れ らをComponentI,皿
お よ び 皿 と命 名 した 。ComponentIは







皿は環状ペプテ ド部分のL一 リジンとL一 オルニチンを,皿 はL一 ヒスチジンなど5種
のア ミノ酸を活性化す ることを明らかにした。
各酵素はArpの 存在下でア ミノ酸を活性化 し,活 性化 されたア ミノ酸は,酵 素タンパク質の一
SH基 と結合 してチオエステルの形で酵素に結合していることを証明 した。各酵素画分には4一
ホスホパ ンテセインが1モ ルずつ含まれ,こ れが活性化 されたア ミノ酸相互のペプチ ド結合生成
に関与するものと推定 した。ペプチ ドの合成はN一 末端側(L。Ile)か らC一 末端側(L-Asn)
へ伸長 し,ア ミノ酸が12個結合 した段階でL-AsnとL-Lysの 間で環形成が行われることを 明
らがにした。また,チ アゾリン環の形成は,L-Ile-L-Cysの ジペプチ ドの段階で行われるこ
とも明 らかにした。
以上の研究は,新 しいペプチ ド結合生成酵素 として生化学の分野に寄与す るところが大きく,
また,抗 生ペプチ ドの生合成の面で実際面においても益するところが多く,著 者に農学博士の学
位を授与する価値があると判定す る。
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